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细菌介导的发夹结构双链 RNA 对秀丽小杆线虫
中 par21 基因的 RNA 干扰 3
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摘 　要 　秀丽小杆线虫 ( Caenorhabditis elegans) 是一种重要的模式生物 , 目前在 C1elegans 中发现的许多基因在
序列和功能上与哺乳动物的基因有很高的同源性 , 对其基因功能的研究有助于阐明哺乳动物的基因功能。为检
测细菌介导的通过发夹结构表达双链 RNA (dsRNA) 的 RNA 干扰 (RNAi) 在 C1elegans 中的作用效果 , 我们设计
并构建了可以转录表达母源极性基因 par21 的发夹 dsRNA 的 RNAi 载体 , 并转入 E1coli HT115 中 , 经过 IPTG诱导
后浓缩。浓缩菌液在 25 ℃下喂食 C1elegans 48 h 后 , 观察 C1elegans 胚胎发育情况 , 同时以含有空载体的菌液作
为对照 , 并与 par21 突变体及野生型比较。结果显示 : 发夹结构表达的 dsRNA 对 par21 基因进行 RNAi 后 , 虫体内
par21 mRNA 几乎消失 , C1elegans 早期胚胎分裂不对称性丧失 , par21 (RNAi) 干扰率在 95 %以上 [动物学报 53
(3) : 545 - 551 , 2007 ]。
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Double2stranded RNA expressed by hairpin structures induced RNA
interference of the par21 gene in the nematode Caenorhabditis
elegans
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Abstract 　The nematode Caenorhabditis elegans is an important model for genetic studies and many of its genes are homologous
with those of other (invertebrate and vertebrate) animals. This paper reports a method of bacteria2mediated RNA interference
induced by hairpin dsRNA expression vector , targeting the par21 gene in C1elegans . The hairpin dsRNA expression vector was
constructed , based upon pBluescript Sk ( + ) and transferred into E1 coli HT115. Development of C1elegans embryos was
observed after feeding with HT115 bacteria which can express par21 hairpin dsRNA. After feeding with HT115 , for 48 h at 25 ℃,
bacteria2mediated expression of par21 RNAi occurred at 95 % efficiency. Bacteria2mediated par21 RNAi resulted in the loss of
asymmetric cleavage of the early C1elegans embryo. RT2PCR results showed that levels of par21 mRNA were almost undetectable
in RNAi worms. This approach , using bacteria2mediated RNAi , may now be applied to further studies of gene expression in
transgenic C1 elegans [ Acta Zoologica Sinica 53 (3) : 545 - 551 , 2007 ] .
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　　秀丽小杆线虫 ( Caenorhabditis elegans) 作为重
要的模式生物 , 对其基因功能的研究 , 可以阐明基
因在其发育生物学中的作用 , 而且对其它哺乳动物
同源基因功能的研究具有重要的意义。
RNA 干扰 (RNA interference , RNAi) 是最早在
C1 elegans 中发现的 (Fire et al . , 1998) , 通过将外
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net
源的双链 RNA (Double2starand RNA , dsRNA) 导入
线虫内 , 从而引起与其同源基因的 mRNA 的降解 ,
造成相应基因功能的沉默。RNAi 造成基因的沉默
属于转录后的沉默 , 仅仅抑制相关基因的表达。
RNA干扰在 C1 elegans 中的应用已日趋成熟
( Tavernarakis et al . , 2000 ; Timmons et al . , 2001 ;
Kamath et al . , 2001) , 由于 RNAi 可以作为一种简单
有效的基因敲除技术 , 同时能高效特异地阻断基因
的表达 , 是进行大规模高通量基因功能研究的理想
工具 ( Gonczy et al . , 2000) 。在 C1 elegans 中应用
的 RNAi 技术主要是通过显微注射、细菌介导等实
现的。其中细菌介导的 RNA 干扰技术可以对转基
因虫体进行 RNAi , 从而可以简单方便地用来研究
基因之间的相互作用和调控 , 因此成为广泛应用的
实现 RNA 干扰的技术 ( Fraser et al . , 2000 ; Kamath
and Ahringer , 2003) 。
目前在 C1 elegans 中应用极广的细菌 RNAi 载
体主要采用 Andy Fire 实验室的双 T7 promoter 载体。
我们在缺少该载体的情况下 , 利用 pBluescriptSKII
+载体构建了可以表达发夹结构的 dsRNA 的重组
质粒。本文报告我们利用 pBluescriptSKII + 构建了
可以表达 par21 发夹结构的 dsRNA 的载体 , 以及应
用细菌介导的 RNAi 技术对 C1 elegans 中 par21 基因
(母源性极性基因) 的 RNAi 的效果分析。
1 　材料与方法
111 　材料
用于 RNAi 的虫体为 Caenorhabditis elegans 野生
型 (N2) 虫体 , 由哈佛大学 Hunter 实验室提供。
par21 突变体 KK288 : rol24 ( sc8 ) par21 ( b274)
IVΠnT1 [ unc2 ? ( n754) let2 ?] ( IV ; V ) 及 HT115
菌由 Caenorhabditis Genetics Center 提供。
实验所用的 dNTP、10 ×PCR 缓冲液 (10 ×PCR
buffer) 、Taq 酶、限制性内切酶、DNA 分子量标记
( GeneRuler DNA Mixture ladder) 和琼脂糖购自 MBI
Fermentas 公司。胶回收试剂盒购自华舜公司。引
物由上海生工合成 , 设计的一对 par21 引物 , 预先
在 NCBI 数据库中比对 , 表明调出的 par21 片段约
为 500 bp , 特异性强 , 没有发现与其它基因同源。
par21F 引物序列为 5′2AACTCAACGGCAACCTCATC2
3′, par21R 为 5′2CCTAGGGCTTG GACTCTTTGGGT2
GTC23′, 其中 CCTAGG为 Avr Ⅱ酶切位点。PGEX2
4T对应引物 GSTR 为 5′2AAGTGCTAGCCTAATTTTG2
GGAACGCATTC23′, GSTF 为 5′2CTAAGCTAGCGTGC
AACCCACTCGACTTCT23′, 其中 GCTAGC 为 Nhe Ⅰ
酶切 位 点。NC1 : 5′2ACGTCTGGTTCAGGGTTGTT ,
NC2 : 5′2TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT; par25 F : 5′
AATGTCCGATACCGTGGAAG, par25 R : 5′2AAAATG2
GAAGATGGGGGTTC 作 为 对 照 用 来 检 测 par21
( RNAi ) 的 效 果。克 隆 试 剂 盒 PMD182T 购 自
TaKaRa ; par21cDNA 质 粒、 PGEX24T 质 粒、
pBluesriptSKII ( + ) 、 E1 coli DH5α、HT115 感受态
细胞由本实验室提供。
112 　方法
11211 　目的基因 par21、GST 的 PCR 扩增、酶切、
基因重组及纯化 　以克隆好的含 par21 cDNA 片段
的质粒为模板 , 在 200μl Eppendorf 管中依次加入
10 ×PCR buffer 10 μl , dNTP (215 mmolΠL) 10 μl ,
par21 F 5μl , par21 R 5μl , Ex Taq 015μl , ddH2O
6913μl , par21 质粒 012μl 共 100μl 体系 , 分装为 2
管。95 ℃ 5 min 预变性 ; 94 ℃ 40 s , 52 ℃ 55 s ,
72 ℃115 min , 以上三步重复 37 个循环 ; 72 ℃ 7
min , 保持在 4 ℃。扩增产物经 Avr Ⅱ酶切后 , 1 %
琼脂糖凝胶电泳 , 胶回收。以 PGEX24T 质粒为模
板 , GSTF 和 GSTR 为引物同样条件下 5810 ℃退火 ,
扩增。产物经 Nhe Ⅰ酶切后 , 凝胶电泳纯化回收。
回收的 par21 片段与 GST片段以 2∶1 的摩尔比
混合 , 加入 T4 连接酶连接 , 体系中同时加入 Avr
Ⅱ和 Nhe Ⅰ内切酶 , 防止 par21 或 GST 片段自连。
16 ℃连接 1 h , 37 ℃酶切 30 min , 交替温育 4 h , 尽
可能在 GST片段两端连接上 par21 片段。然后 1 %
琼脂糖凝胶电泳回收目的片段。
11212 　目的基因与载体 DNA 的连接、转化及鉴定
以上回收目的产物 2125μl、载体 PMD182T (试剂
盒) 0125μl、连接 buffer 215μl 共 5μl 体系 , 16 ℃
连接 1 h , 将连接产物转化入 50μl E1 coli DH5α感
受态细胞。在含 Amp 的 LB 平板上挑取单菌落 ,
PCR筛选阳性克隆。碱裂解法提取质粒 , 内切酶




提取质粒 , 内切酶 Hind Ⅲ和 Sma Ⅰ双酶切 , 琼脂
糖凝胶电泳回收目的片段。将 pBluescriptSKII ( + )
质粒载体用 Hind Ⅲ和 Sma Ⅰ双酶切并去磷酸化 ,
琼脂糖凝胶电泳纯化回收载体片段。将目的片段亚
克隆到 pBluescript SKII ( + ) , 连接反应为 : 回收片
段 715μl , 去磷酸化的 pBluescriptSKII ( + ) 015μl ,
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T4 连接酶 1μl , T4 连接酶缓冲液 1μl , 16 ℃连接
过夜。转化入 50μl 大肠杆菌 DH5α感受态细胞 ,
筛选阳性克隆 , PCR 筛选、酶切鉴定并测序。测序
结果在 NCBI数据库中比对 , 检测特异性。
11214 　RNAi 及结果分析 　将测序正确的质粒转入
大肠杆菌 HT115 菌株。接种含有该质粒的 E1coli
HT115 于 500 mL LB 培养基 (含Amp 50μgΠml) , 37 ℃
振荡培养 24 h 至菌液较浓 , 离心收集菌体 , M9 (含
30 %甘油) 重新悬浮。在 60 mm的 NGM 平板上加入
50μl 菌液 , 摇动平板使菌液迅速变干 (以含质粒的
空载体菌液作对照) 。接种 C1elegans 野生型同步化
后虫卵 10 - 20 个于平板上 , 25 ℃培养 48 h 后观察
C1elegans 野生型虫体早期胚胎的分裂情况 , 以及
par21 RNAi 后虫体早期胚胎的分裂情况。每组观察
20 个并与野生型及 par21 突变体比较 , 重复一次 ,
重复组每组观察 26 个早期胚胎的分裂情况。同时用
与 CCD 连接的 Nikon 显微镜拍照。
为了进一步检验 RNAi 的效果 , 我们分别收集
野生型、par21 突变体 ( kk288) 、par21RNAi 虫体 ,
用 trizol 提取 RNA , 两步法进行 RT2PCR 检验了 par2
1、par25 和 rRNA 基因的表达 , 确定 RNAi 的基因
沉默效果。
2 　结　果
我们构建的 par21 发夹结构的 dsRNA 的基因如
图 1 所示 , 利用 par21 和 GST 的 PCR 产物酶切后连
接形成发夹结构克隆进 pBluescriptSK ( + ) 后 , 在
HT115 菌中可转录出单链 RNA , 由于两端的 par21 互
补 , 因此可形成发夹结构的 dsRNA , Caenorhabditis
elegans 摄 食 该 细 菌 后 可 以 引 起 细 菌 介 导 的
RNAi。　　
211 　目的基因 PCR扩增、重组及克隆
PCR 得到 par21 的片段约 540 bp 及 GST片段 490
bp (图 2) , 分别用限制性内切酶酶切纯化后的 par21
和 GST片断以 2∶1 的浓度连接 , 连接产物琼脂糖凝
胶电泳 (图 3) , 回收约 115 kb 的目的片段 , 转入
pMD182T载体 , 转化入 E1coli DH5α后 , 筛选并提取
质粒 (图 4) (以下称该质粒为 par21 T质粒) 并进行
PCR 筛选 (图 5) 和酶切鉴定 (图 65) 及测序。
212 　目的基因的亚克隆
将测序正确的 par21 T 质粒用 Hind Ⅲ和 Sma
Ⅰ双酶切 , 电泳分离和胶回收得到约 115 kb 的目
的 DNA 片段。将 115 kb 的片段亚克隆到 pBluescript
SKII ( + ) , 转化入L E1 coli DH5α, 筛选阳性克隆 ,
提取质粒 (图 7 : a) (以下称 par21 P 质粒) , 进行
酶切 (图 7 : B) 和 PCR 鉴定 , 因为是环状质粒作
为模板 , 两个引物的结合效率不同导致质粒全长扩
增现象发生 , 电泳时出现两条带 (图 7 : C) 。同时






Fig11 　par21 gene recombination
图 2 　PCR扩增 par21、GST目的片段
M: Gene ruler DNA 分子量标记。1 : GST 基因 PCR 产物。2 :
par21 基因 PCR 产物。
Fig12 　PCR products of par21 , GST
M: Gene ruler DNA mixture marker. Lane 1 : PCR product of par21.
Lane 2 : PCR product of GST.
图 3 　par21、GST连接后纯化
M: 1 kb DNA 分子量标记。1 : par21、GST连接产物。
Fig13 　Purification of the par21 , GST ligation
M: 1 kb DNA ladder. Lane 1 : par21 , GST ligation.
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图 4 　par21T质粒的提取
M: Gene ruler DNA 分子量标记。
1 : par21 T质粒提取。
Fig14 　par21 T plasmid extr2
action
M: Gene ruler DNA mixture marker.
Lane 1 : par21 T plasmid extraction.
　
图 5 　par21 T质粒 PCR筛选
M: Gene ruler DNA 分子量标记。
1 : 以 GST 引物 PCR 筛选 par21 T
质粒。
Fig15 　Select par21 T recom2
binant plasmid by PCR
M: Gene ruler DNA mixture ladder.
1 : PCR with the GST primer.
　
图 6 　par21 T质粒酶切
M: Gene ruler DNA 分子量标记。1 : Hind Ⅲ和 Sma Ⅰ
双酶切。2 : Hind Ⅲ酶切。3 : par21 T质粒。
Fig16 　Digestion of par21 T recombinant plasmid
M: Gene ruler DNA mixture ladder. Lane 1 : digested by
Hind Ⅲand Sma Ⅰ. Lane 2 : digested by Hind Ⅲ. Lane
3 : par21 T plasmid.
　
图 7 　par21 P质粒提取、酶切和 PCR鉴定
A. par21 P 质粒提取 (M: Gene ruler DNA 分子量标记 , 1 : 质粒) 。
B. par21 P 质粒的酶切 (M: Gene ruler DNA 分子量标记 ; 1 : par21 P 质粒 Hind ⅢΠSma Ⅰ酶切 ; 2 : par21 P 质粒 Hind Ⅲ酶切 ; 3 : par21 P 质
粒) 。
C. par21 P 质粒的 PCR 鉴定 (M: Gene ruler DNA 分子量标记 ; 1 : 以 GST引物 PCR 筛选) 。
Fig17 　par21 P plasmid extraction , digestion , and PCR
A. par21 P plasmid extraction (Lane M: Gene ruler DNA mixture ladder ; lane 1 : plasmid T extraction) .
B. par21 P plasmid digestion (Lane M: Gene ruler DNA mixture ladder ; lane 1 : digested by Hind Ⅲand Sma Ⅰ; lane 2 : digested by Hind Ⅲ; lane 3 :
par21 P plasmid) .
C. par21 P plasmid PCR (M: Gene ruler DNA mixture ladder ; lane 1 : par21 P plasmid PCR with GST primer) . 　
裂产生两个大小不同的子细胞 : 前端为较大的细胞
AB , 后端为较小的细胞 P1 (图 8A) 。第二次卵裂
时两个细胞分裂不同步 , AB 大卵裂球先分裂 , 纺
锤体较早出现 , 沿着与前后轴垂直的方向 (图
8B) ; P1 卵裂球后分裂 , 纺锤体沿着与前后轴平行
的方向 (图 8C) , 分裂产生 4 个大小不同的细胞。
喂食含有 par21 P 质粒的 HT115 菌 液 的
C1 elegans 虫体 , par21 (RNAi) 后产生的单细胞胚
胎第一次分裂不对称性丧失 , 形成两个大小相同的
子细胞 (图 8D) ; 前后两个细胞纺锤体的方向没有
改变 , AB 卵裂球纺锤体仍为纵向 , P1 卵裂球分裂
时的纺锤体沿着与前后轴平行的方向 (图 8E) ; 分
裂后同时产生 4 个大小相同的子细胞 (图 8F) 。对
照组 (喂食含有空载体 L4440 的 HT115 大肠杆菌)
胚胎分裂情况与野生型相同 (图 8G2I) 。
共观察 par21 (RNAi) 后的胚胎 2 组 , 在总数
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© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net
图 8 　C1 elegans 野生型及 par21 ( RNAi) 后胚胎的早期分裂
A : C1elegans 野生型胚胎的第一次卵裂。B : 野生型胚胎第二次卵裂。C: 野生型 3 细胞胚胎。D : par21 ( RNAi) 胚胎的第一次卵裂。E:
par21 (RNAi) 胚胎第二次卵裂。F : par21 (RNAi) 的 4 细胞胚胎。G: 对照组胚胎的第一次卵裂。H: 对照组胚胎第二次卵裂。I : 对照
组 3 细胞胚胎。
Fig18 　The cleavage of early embryo in C1 elegans wild type and par21 ( RNAi) embryos
A : First cleavage of C. elegans wild type embryo. B : Second cleavage of C. elegans wild type embryo. C : Wild type 32cell embryo. D : First cleavage
of par21 (RNAi) embryo. E: Second cleavage of par21 (RNAi) embryo. F : 42cell embryo of par21 (RNAi) after second cleavage. G: First cleavage of
control embryo. H: Second cleavage of control embryo. I : 32cell embryo of control .
　
46 个胚胎中 , 45 个胚胎都表现出细胞同时分裂 ,
纺锤体的同时出现。par21 ( RNAi) 的干扰率可达
到 95 % - 100 % (表 1) 。
表 1 　par21 ( RNAi) 干扰效率统计
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　　为进一步验证上述方法的 RNAi 效果 , 我们应
用两步法 RT2PCR 技术检验该方法对 C1 elegans 中
par21 mRNA 的沉默效果。提取三种 RNA (图 9) ,
反转录获得 cDNA , 分别扩增野生型、par21 突变体
(kk288) 、par21 (RNAi) 后 3 种虫体中 par21 cDNA
(图 10 : 1 - 3) , 结果显示 : 突变体中有少量表达
(kk288 虫株存在少量杂合体) (图 10 : 2) , par2
1RNAi 后虫体基本没有表达 (图 10 : 3) 。而作为对
照的 par25 (图 10 : 4 - 6) 和 rDNA518S 基因 (图
10 : 7 - 9) 在 3 种虫体中表达量都没有出现差异。
图 9 　RNA提取
M: Gene Ruler DNA 分子量标记。1 : 野生型 RNA。2 : par21 突
变体 kk288 RNA。3 : par21 RNAi 后 RNA。
Fig19 　RNA extraction from wild type worm and par21
( - ) mutant and par21 ( RNAi) worm
M: Gene Ruler DNA mixture ladder. 1 : wild type worm RNA. 2 : par2
1 ( - ) mutant kk288 RNA. 3 : RNA of par21 (RNAi) .
　
表明该方法可以有效沉默 par21 基因 , 胚胎出现的
表型是由于 par21 mRNA 转录后沉默引起的 , 因为
在 par21 RNAi 后的虫体中没有检测到 par21mRNA
存在。
3 　讨　论
本文通过构建可以形成 par21 发夹结构 dsRNA
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图 10 　RT2PCR 检验 par21 基因沉默效果
M: Gene Ruler DNA 分子量标记。1 : 野生型 par21 cDNA 扩增。
2 : par21 突变体 ( kk288) 中 par21 cDNA 扩增。3 : par21 RNAi
后 par21 cDNA 扩增。4 : 野生型 par25 cDNA 扩增。5 : par21 突
变体 ( kk288) 中 par25 cDNA 扩增。6 : par21 RNAi 后 par25
cDNA 扩增。7 : 野生型 NC1 cDNA 扩增。8 : par21 突变体
(kk288) 中 NC1 cDNA 扩增。9 : par21 RNAi 后 NC1 cDNA 扩增。
Fig110 　RT2PCR to detect par21 gene silence induced by
RNAi
M: Gene Ruler DNA mixture ladder. 1 : par21 cDNA amplification from
wild type. 2 : par21 cDNA amplification from par21 ( - ) mutant
kk288. 3 : par21 cDNA amplification from par21 ( RNAi) worm. 4 :
par25 cDNA amplification from wild type worm. 5 : par25 cDNA
amplification from par21 ( - ) mutant kk288. 6 : par25 cDNA
amplification from par21 ( RNAi) worm. 7 : NC1 cDNA amplification
from wild type. 8 : NC1 cDNA amplification from par21 ( - ) mutant
kk288. 9 : NC1 cDNA amplification from par21 (RNAi) worm.
　
的质粒载体 , 转入 HT115 细菌中 , 通过喂食法对
C1 elegans par21 基因进行了 RNAi , 发现该方法可以
有效地抑制 par21 基因的功能。par21 基因功能的
缺失导致早期胚胎分裂不对称性的丧失 , 在 par21
(RNAi) 的胚胎中 , AB 和 P1 分别拥有纵向和横向
的纺锤体 , 这与野生型的胚胎是一致的 , 但不同的
是 par21 (RNAi) 后两细胞期胚胎的分裂是同时发
生的 ; AB 和 P1 的纺锤体同时出现 (图 8 : D) , 这
与我们对 par21 突变体胚胎细胞分裂的观察是一致
的 (傅兴、杨玉荣 , 2005) 。而野生型胚胎第二次
卵裂是不同步的 , AB 先分裂 , 纺锤体先出现 ; P1




也更容易 ( Grishok et al . , 2000 ; Grishok and Mello ,
2002 ; Hull and Timmons , 2004 ; Wang and Barr ,
2005) 。为了对转基因虫体进行 RNAi , 我们利用实
验室常用的 pBluescript SKII ( + ) 载体 , 其含有 T3
和 T7 启动子 , 可以转录出单链 RNA。我们用母源
性基因 par21 作为靶目标 , 设计两对引物 , 通过对
PCR 产物反复酶切和连接 , 获得发夹结构的片段 ,
回收后克隆进 pBluescript SKII ( + ) 载体 , 构建可
以表达发夹结构的 dsRNA 载体 , 转化 HT115 菌喂
饲线虫后 , 观察了 par21 (RNAi) 后早期胚胎分裂
的表型 , 发现与基因突变体一致 , 并利用 RT2PCR
对 RNAi 虫体的 mRNA 进行了检测 , 在干扰的虫体
中没有检测到 par21 mRNA , 而野生型虫体中可以
检测到 mRNA。对照基因 rDNA 和 par25 基因都可以
检测到转录产物 , 而且该方法对 par21 基因的 RNAi
的效率较高 , 可以达到 95 %以上。证明我们用
pBluescriptSKII ( + ) 为基础构建的发夹 RNAi 载体 ,
可以通过细菌介导实现 RNAi , 而且该方法在进行
RNAi 时操作容易。这对于国内其他实验室在缺少
国外载体的情况下应用 RNAi 技术来研究线虫的基
因功能具有重要意义 , 对其 RNAi 技术的建立和研
究也具有一定的借鉴和参考应用价值。
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